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Referat: 
Im Rahmen der Dissertation wurden die Auswirkungen des Fehlens der 
Intermediärfilamente GFAP (glial fibrillary acid protein; saures Glia-Faserprotein) 
und Vimentin auf morphologische Parameter der Astrozyten im motorischen Kortex 
von jungen und alten Labormäusen untersucht. 
Dabei lag das Hauptaugenmerk auf dem Überlappungsfaktor, also einem Wert 
welcher angibt, in welchem Maße mehrere Astrozyten das gleiche Areal mit ihren 
Fortsätzen okkupieren. Dieser Überlappungsfaktor ist ein mathematisch ermittelter 
Wert, welcher aus dem durchschnittlichen Volumen der Astrozyten in den einzelnen 
Mäusen, sowie deren durchschnittlicher Zellzahl in einem definierten 
Gewebsvolumen ermittelt werden kann. 
Um die genannten Parameter zu bestimmen, wurden Schnittbilder mittels konfokaler 
Laserscanning-Mikroskopie angefertigt, welche (ähnlich einer Computer-Tomografie) 
ein Betrachten der einzelnen Schichten des untersuchten Gewebes sowie eine 
elektronische Bildauswertung erlaubt. 
Die Untersuchungen erfolgten an zuvor angefertigten Hirnschnitten, welche einerseits 
mittels Silberimprägnationstechnik nach Golgi, und andererseits mittels 
immunohistochemischer Färbung mit Antikörpern gegen S100-ß und GFAP 
behandelt wurden. 
Die Ergebnisse zeigen, dass das Vorhandensein der Intermediärfilamente GFAP und 
Vimentin keinen signifikanten Einfluss auf die Morphologie der kortikalen 
Astrozyten hat. Ganz entscheidenden Einfluss hat hingegen das Alter der 
Versuchstiere, welches zu einem zweifach erhöhten Überlappungsfaktor gegenüber 
den jüngeren Mäusen führt. Diese Befunde werden in Hinblick auf die 
physiologischen Funktionen der Astrozyten diskutiert. 
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Verzeichnis der Abkürzungen 
 
GFAP   glial fibrillary acid protein (saures Glia-Faserprotein) 
LSM   Konfokales Laserscanning-Mikroskop 
VIM   Vimentin 
ZNS   zentrales Nervensystem 
IF   Intermediärfilament(-e) 
IFAP   Intermediärfilament-assoziierte Proteine 
RNA   Ribonucleinacid (Ribonukleinsäure) 
GFAP-/- VIM -/-  sowohl GFAP- als auch Vimentin werden nicht exprimiert 
ÜF   Überlappungsfaktor 
WT   Wildtyp 
KO   KnockOut 
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1. Einleitung und Fragestellung 
1.1 Das ZNS / Der Kortex 
 
Das ZNS lässt sich beim Menschen nach verschiedenen entwicklungsgeschichtlichen, 
funktionellen, sowie morphologischen Gesichtspunkten in folgende Abschnitte 
einteilen (vgl. Abb. 1). 
 
1) Rückenmark 
2) Medulla oblongata (verl. Mark) 
3) Pons (Brücke) 
4) Mesencephalon (Mittelhirn) 
5) Diencephalon (Zwischenhirn) 
6) Cerebellum (Kleinhirn) 
7) Telencephalon (Großhirn) 
 
Der Kortex bedeckt die gesamte 
Oberfläche des Großhirns und ist bis 
zu fünf Millimeter dick. 
Makroskopisch entspricht er der 
grauen Substanz, wohingegen die 
weiße Substanz intrakranial subkortikal gelegen ist. Im Spinalraum dagegen kehren 
sich die Verhältnisse um und die graue Substanz liegt innen. 
Funktionell lässt sich der Kortex in verschiedene hierarchisch geordnete Felder 
gliedern: primäre Felder, sekundäre Felder und Assoziationsfelder. Während primäre 
sensorische Felder nicht modulierte Sinnesinformationen erhalten, stellen die beiden 
anderen Typen von Feldern bereits verarbeitende Instanzen dar. So gibt es 
beispielsweise ein primäres Sehfeld, ein sekundäres Sehfeld und ein dazugehöriges 
Assoziationsfeld.  
Weiterhin gliedert sich der Kortex in horizontale Schichten und weist funktionelle 
vertikale Säulen auf. Die horizontale Schichtung unterscheidet sich teilweise in den 
unterschiedlich spezialisierten Kortexarealen. Während die meisten Areale sechs 
parallel zur Oberfläche angeordnete horizontale Schichten zeigen, gibt es im 
Quantitative Aspekte der Astrozyten von Wildtyp- und GFAP-/- VIM-/- Labormäusen 
__________________________________________________________________________________ 
 
- 7 - 
motorischen Kortex z.B. nur fünf (Brodmann 1909). 
Abschnitte des Kortex, die sechs Schichten haben, werden als Isokortex bezeichnet 
und stellen die phylogenetisch jüngsten Hirnareale dar. Der so genannte Allokortex 
weist lediglich drei bis vier Schichten auf und wird als phylogenetisch ältester 
Hirnabschnitt angesehen, während der Mesokortex in seinem Schichtenbau zwischen 
dem Allokortex und dem Isokortex steht. Dementsprechend hat er sich in der 
Evolution wohl zeitlich gesehen zwischen dem Iso- und dem Allokortex entwickelt. 
Der Isokortex bedeckt den größten Teil des Telencephalons. 
Die sechs Schichten des Isokortex unterscheiden sich durch die Art der Nervenzellen 
und deren Anordnung. Sie entsprechen den oben genannten horizontalen Schichten.  
Von außen nach innen sind dies: 
 
• Lamina I;   Lamina molecularis 
Diese Schicht ist sehr faserreich. Ihre wenigen Nervenzellen sind klein und 
deren Fortsätze breiten sich vor allem in ihrer eigenen Schicht aus. 
An der Oberfläche der Lamina molecularis bilden Astrozyten eine 
Gliamembran,  welche das gesamte Gehirn bedeckt (Lamina limitans gliae 
superficialis). 
 
• Lamina II; Lamina granularis externa (äußere Körnerzellschicht) 
Eine sehr nervenzellreiche Schicht, deren Axone in der weißen Substanz zu 
ipsilateralen Kortexarealen ziehen. Man findet hier überwiegend kleine 
Nervenzellen (Körnerzellen). 
 
• Lamina III; Lamina pyramidalis externa (äußere Pyramidenzellschicht) 
Hier findet man kleine und mittelgroße Pyramidenzellen. Diese Zellen haben 







Dissertation  •  Mark Tackenberg 
__________________________________________________________________________________ 
 
- 8 - 
• Lamina IV; Lamina granularis interna (innere Körnerzellschicht) 
In dieser Schicht endet ein Großteil der Afferenzen, vor allem aus dem 
Metathalamus und dem Thalamus. Entsprechend fehlt diese Schicht im 
motorischen Kortex (Gyrus precentralis), wohingegen sie im Gyrus 
postcentralis, dem primären sensorischen Areal besonders dick ausgebildet ist. 
Die Lamina IV ist insgesamt sehr zellreich. 
 
• Lamina V; Lamina pyramidalis interna (innere Pyramidenzellschicht) 
Auch hier findet man die großen Pyramidenzellen, die einen Durchmesser bis 
zu  100 !m erreichen können und als Projektionsneurone dienen. 
 
• Lamina VI; Lamina multiformis 
Eine vielgestaltige Schicht, deren Nervenzellen Axone als Projektionsfasern in 
die weiße Schicht senden. 
 
Eine weitere Gliederung stellt die Aufteilung dar, welche Brodmann 1909 auf Grund 
regionaler Unterschiede, u.a. in Form, Größe, Anzahl und Anordnung der Perikarya 
beschrieb. Brodmann postulierte 50 verschiedene Areale, die auch heute bekannten 
funktionellen Einheiten entsprechen. So repräsentiert die Area 4 nach Brodmann 
beispielsweise den primären motorischen Kortex (Brodmann 1909). 
Die vertikalen funktionellen Säulen sind eine vor allem funktionell (z.B. 
elektrophysiologisch) nachweisbare Organisationsform. Es handelt sich um 
synaptisch miteinander verbundene Neuronengruppen, welche senkrecht zur 
kortikalen Oberfläche angeordnet vorliegen und gemeinsame Funktionen 
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1.2 Gliazellen 
 
Gliazellen stellen mit 90% die Hauptmasse der im ZNS vorhandenen Zellen dar. 
Mehr als 100 Jahre lang wurden die Gliazellen in ihrer Funktion im ZNS unterschätzt. 
Schon ihr Erstbeschreiber, der Berliner Zellularpathologe Rudolf Virchow, gab ihnen 
in der Mitte des 19. Jahrhunderts den Namen „Glia“ (griech. Kitt, Leim) und 
charakterisierte sie damit als Stütz- und Haltezellen ohne weitere Bedeutung. 
Erst in den letzten Jahren richtet sich das Augenmerk zunehmend auf die Gliazellen, 
wodurch vielfältige Funktionen, etwa die Modulation der interneuronalen 
Signalübertragung, die Regeneration von Neuronen, oder Abwehr- und 
Abräumvorgänge im ZNS entdeckt wurden. 
Es lassen sich periphere von zentralen Gliazellen unterscheiden, wobei man mit 
„peripherer Glia“ meist die Schwann-Zellen meint, die für die Myelenisierung der 
neuronalen Fortsätze in der Peripherie verantwortlich sind. Weitere Differenzierungen 
stellen die Mantelzellen im enterischen Nervensystem, die Satellitenzellen in den 
sensiblen Ganglien, sowie die Lemnozyten in den Rezeptoren der Haut da. 
Zentrale Gliazellen unterteilt man in vier verschiedene Hauptgruppen; 
Mikrogliazellen sind die Makrophagen des ZNS, die im Verlauf der Ontogenese in 
das ZNS einwandern. Sie dienen als Abwehrzellen und sind entsprechend dieser 
Funktion nicht lebenslang ortsständig, sondern nach Aktivierung frei beweglich und 
zu den größten Formveränderungen aller zentral-nervösen Zellen fähig. 
Ependymzellen kleiden die inneren Liquorräume aus. Sie tragen auf ihrer 
ventrikulären Oberfläche zahlreiche Kinozilien und Mikrovilli, weshalb man ihnen 
eine starke Sekretions- und Resorptionsfähigkeit zuweist. 
Astrozyten (s.u.) 
Oligodendrozyten stellen ein Pendant der Schwann-Zellen des ZNS dar und 
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1.2.1 Astrozyten 
1.2.1.1 Morphologie / Morphometrie 
 
Astrozyten bilden die Mehrheit der 
zentralnervösen Gliazellen. Man 
unterscheidet ihrer Morphologie nach 
fibröse Astrozyten (s. Abb. 2a) mit 
wenig verzweigten Fortsätzen von 
protoplasmatischen Astrozyten (s. Abb. 
2b), welche stark verzweigte Fortsätze 
aufweisen (Reichenbach et al. 1992). 
Astrozyten vom fibrösen Typ findet 
man vorwiegend in der weißen 
Substanz (wo ihre Fortsätze oft parallel 
zu den Fasertrakten angeordnet sind), 
während solche vom 
protoplasmatischen Typ in der grauen 
Substanz vorkommen. Dort füllen sie 
die Räume zwischen 
Nervenzellkörpern und deren 
Fortsätzen aus. 
Literaturangaben über die Größe der 
Astrozyten variieren je nach Autor und 
untersuchtem Hirnareal sehr stark.  
So lassen sich für die Maus beispielsweise Angaben zwischen 14,7 x 103 !m3 im 
Kortex (Chvatal et al. 2007) und 83.2 x 103 !m3 im Hippocampus (Ogata and Kosaka 
2002) finden. Dabei macht der Zelleib selber nach Wolff lediglich 1,4% bis 3% des 
Volumens aus, das ein Astrozyt mitsamt seinen Fortsätzen im Neuropil beansprucht 
(Wolff 1970). Eine aktuelle Studie berichtet einen Anteil des Somas am 
Gesamtvolumen der Zelle von 14,6% (Chvatal et al. 2007). 
Der Hauptanteil der Membranoberfläche eines Astrozyten wird demnach von seinen 
Fortsätzen gebildet, welche dem von der Zelle okkupierten Raum durch ihre 
unterschiedliche Länge ein mehr oder weniger kugeliges, aber unregelmäßiges 
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Aussehen geben. Dabei ist es wichtig zu wissen, dass dieser umschriebene Raum 
durchaus nicht nur Fortsätze des in ihm liegenden Astrozyten enthält. Viel mehr ist es 
so, dass sich die Fortsätze der Giazellen an bestimmte Strukturen im ZNS (Neuronen, 
Blutgefäße) anlegen und sie sogar teilweise umschlingen. Abbildung 3 verdeutlicht 
diesen Sachverhalt am Beispiel eines speziellen Subtyps der Astrozyten, der 
Bergmann-Glia, im Kleinhirn (Grosche et al. 2002; Grosche et al. 1999). 
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1.2.1.2 Funktionen 
 
Die den Astrozyten zugeschriebenen Funktionen sind vielfältig. Vermutete man lange 
Zeit eine reine Stützfunktion (s.o), so weiß man spätestens seit den frühen 90er 
Jahren, dass Astrozyten in der Lage sind, Calcium-Wellen über weite Strecken an 
benachbarte Astrozyten weiterzugeben und damit ein eigenes 
Signalweiterleitungssystem auszubilden (Charles et al. 1991; Cornell-Bell et al. 
1990). In vielen weiteren Studien konnte u.a. gezeigt werden, dass auch Neuronen in 
ihren zytosolischen Ionen-Konzentrationen von Astrozyten beeinflusst werden 
(Nedergaard 1994) und Astrozyten sogar indirekten Einfluss auf die interneuronale 
Informationsweitergabe nehmen, indem sie inhibitorische Signale durch prä- und 
postsynaptische Mechanismen modulieren (Elmariah et al. 2005). 
Weiterhin  
- sorgen Astrozyten im Neuropil für eine ausgewogene K+/H2O-Clearence 
(Neusch et al. 2006) 
- sind Astrozyten maßgeblich an der Regulation des Gefäßdurchmessers im ZNS 
beteiligt, wodurch sie den Blutfluss regulieren (Gordon et al. 2007) 
- sind Astrozyten in der Lage, von Neuronen ausgeschüttete Transmitter, z.B. 
Glutamat aufzunehmen und gewissermaßen zu recyceln (Piani et al. 1993) 
- sind es Astrozyten, die wachsenden Neuronen den Weg durch das Neuropil 
bahnen (Hung and Colicos 2008) und das Zustandekommen synaptischer 
Verbindungen ermöglichen (Ullian et al. 2004) 
- haben Astrozyten auch in pathologischen Zuständen einen signifikanten, teils 
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1.2.1.3 reaktive Astrozyten 
 
Auch in pathologischen Situationen erfüllen Astrozyten wichtige Aufgaben. Tritt eine 
neuronale Schädigung ein, wandeln sich die benachbarten Astrozyten in so genannte 
reaktive Astrozyten um, indem ihre Fortsätze zahlreicher werden und die gesamte 
Zelle voluminöser wird. Im Zuge dessen nimmt die Expression der 
Intermediärfilamente GFAP, Vimentin und Nestin deutlich zu (Pekny et al. 1999). 
Ferner sind diese reaktiven Zellen in der Lage, ihre Position zu verändern und in das 
geschädigte Gebiet zu migrieren. Man vermutet, dass dies vor allem dem Schutz der 
noch intakten Hirnareale vor einer sekundären Schädigung dient, indem die 
aktivierten Astrozyten ein Narbengewebe bilden, um das geschädigte Areal 
einzuschließen (Ridet et al. 1997). Im Falle einer Aktivierung der Astrozyten werden 
alle oben genannten physiologischen Funktionen, wie z.B. das Transmitter-Recycling 
zunächst vermehrt ausgeführt. Zusätzlich werden Zytokine, wie z.B. vascular 
endothelial growth factor (VEGF) und stem cell factor (SCF) ausgeschüttet, wodurch 
Stammzellen angelockt und Blutgefäße zum Wachstum in das betroffene Gebiet 
hinein angeregt werden (Xu et al. 2007). 
Gleichzeitig ist aber auch bekannt, dass die Bildung einer Glia-Narbe einen deutlich 
negativen Einfluss auf das Reparatur-Vermögen des ZNS in Hinblick auf das 
Wachstum von Neuronen hat. Dabei spielt die physikalische Barriere, welche durch 
die Glia-Zellen gebildet wird, jedoch vermutlich eine geringere Rolle als bisher 
angenommen. Es wurde gezeigt, dass vor allem die von aktivierten Astrozyten 
ausgeschütteten Signalmoleküle einen hemmenden Einfluss auf die Repopulation 
durch Neuronen haben (Fitch and Silver 2008). 
Für Müllerzellen, welche das Pendant der Astrozyten in der Retina darstellen, wurde 
ein weiterer bedeutender Aspekt hinsichtlich der reaktiven Gliose entdeckt. Nach 
Iandiev  unterscheiden sich aktivierte Müller-Zellen in der Art ihrer Reaktion danach, 
ob es sich um eine plötzlich einsetzende Schädigung des umgebenden Gewebes 
handelt, oder um einen langsamen ablaufenden degenerativen Prozess (Iandiev et al. 
2006). 
So wurde bei akuten Schädigungen wie künstlich herbeigeführter Ischämie und 
darauffolgender Reperfusion eine Downregulation des Kir4.1 Kalium-Kanals 
entdeckt, wodurch es zu einem gestörten Kalium-Transport durch die Zellmembran 
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kommt. Durch die damit verbundenen Änderungen der 
Ionenkonzentrationsgradienten und des Membranpotentials werden alle oben 
genannten physiologischen Funktionen (s. Kap. 1.2.1.2, Funktionen, S. 12) 
vermindert ausgeführt oder sogar komplett inaktiviert, was zu einer weiteren 
Schädigung der umgebenen Neuronen führt. Im Gegensatz dazu zeigten Müller-
Zellen in Ratten, welche (als Beispiel für eine langsam- degenerativ verlaufende 
Erkrankung) mit dem Borna-Virus infiziert wurden, eine Steigerung ihrer 
physiologischen Funktionen (Iandiev et al. 2006). Darüber hinaus wird seit einiger 
Zeit die Beteiligung der Astrozyten an der Ätiologie verschiedener degenerativer 




Intermediärfilamente (IF) tragen neben verschiedenen Mikrofilamenten wie z.B. 
Actin und den Mikrotubuli entscheidend zur Zellstabilität bei (Herrmann et al. 2007). 
Der Begriff Intermediärfilament kommt durch ihre Größe (Dicke), welche mit ca. 10 
nm zwischen der Dicke des Actinfilaments (5 - 8 nm) und der Dicke der Mikrotubuli 
(25 nm) liegt, zustande. Der Aufbau läuft in vier Schritten ab (vgl. Abb. 4, S. 15). 
Zuerst lagern sich zwei ca. 44 nm lange und 1 nm breite Monomere (Abb. 4a) 
aneinander, umwinden sich gegenseitig und bilden so das 35 nm lange, 1,5 nm breite 
Heterodimer (Abb. 4b). Als nächstes bilden zwei Heterodimere antiparallel 
zueinander ein 2-3 nm dickes Tetramer (Abb. 4c). 
Diese Tetramere verbinden sich durch nun folgende laterale Assoziation zu einem 
Protofilament, welches durch die Überlappung 70 nm lang wird. Zwei Protofilamente 
setzen sich zu einer Protofibrille zusammen (Abb. 4d), von denen vier ein 
Intermediärfilament bilden (Abb. 4e) (Fuchs and Weber 1994). 
Man unterscheidet derzeit fünf molekulare Typen von Intermediärfilamenten. Obwohl 
Intermediärfilamente ubiquitär vorkommen, ist ihre Verteilung in den verschiedenen 
Geweben sehr unterschiedlich (s. Tab. 1, S. 16). 
Durch spezifische Proteine (intermediärfilament-assoziierte Proteine, IFAP) werden 
diese Intermediärfilamente untereinander, mit der Zellwand, oder mit anderen 
Zellorganellen verbunden. Mittlerweile sind zahlreiche IF-assoziierte Proteine 
beschrieben worden (Acehan et al. 2008; Svitkina et al. 1996).  
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1.3.1 Funktionen 
 
Da Eukaryonten keine stützende 
Zellwand wie die Prokaryonten 
besitzen, benötigen sie ein 
anderes Element, welches 
gewissermaßen das Innenskelett 
der Zelle darstellt. Dies ist eine 
der vielseitigen Aufgaben der 
Intermediärfilamente (Fuchs 
and Cleveland 1998).  
Durch viele verschiedene 
Proteine verknüpfen 
Intermediärfilamente das 
Zytoskelett mit  benachbarten Zellen oder mit intrazellulären Organellen (vgl. Abb. 
5). Außerdem spielen sie auch bei der intrazellulären Signalverarbeitung eine Rolle, 
indem sie mit in der Zellmembran befindlichen Rezeptoren in Verbindung stehen und 
so die Weiterleitung extrazellulärer Signale ins Zellinnere unterstützen können 
(Herrmann et al. 2007).  
Zu gutter Letzt scheinen die IF’s auch einen Einfluss auf die Motilität und 
Morphologie beispielsweise reaktiver Astrozyten auszuüben. Im Vergleich zwischen 
Wildtyp-Astrozyten und GFAP-/- VIM-/- Astrozyten in vitro zeigten letztere eine 
Verminderung der Wanderungsgeschwindigkeit um ca. 50% (Lepekhin et al. 2001), 
sowie ein geringeres Volumen, kürzere Fortsätze, usw. 
Bei Mutationen der für die IF oder ihre IFAP kodierenden Gene kommt es zur 
Ausbildung verschiedenster Krankheitsbilder, die von der Funktion der betroffenen IF 
abhängen. Beispiele sind eine Reihe verhornender oder blasenbildender 
dermatologischer Erkrankungen, wie z.B. die Epidermolysis bullosa bei Mutationen 
im Keratin-kodierenden Gen-Abschnitt (Rugg and Leigh 2004), oder fortschreitende 
Muskeldystrophien und Kardiomyopathien bei Mutationen im Desmin-Gen (Dalakas 
et al. 2000). 
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1.3.2 Intermediärfilamente und Zellwachstum 
 
Ausgehend von ihrer Funktion im Zytoskelett drängt sich die Vermutung auf, dass 
Zellwachstum mit einer gesteigerten Expression bzw. Polymerisation der 
Intermediärfilamente einhergeht. Zu dieser Überlegung gab es bereits mehrere 
Studien. 
Goss zeigte bereits 1991, dass GFAP-assoziierte messenger-RNA in gealterten 
Mäusehirnen häufiger vorkam als bei jüngeren Tieren (Goss et al. 1991). Dieselbe 
Beobachtung konnte Nichols 1993 bei ca. zwei Jahre alten Ratten, sowie bei 
postmortalen humanen Hirnen mit einer Altersspanne von 60 - 79 Jahren machen 
(Nichols et al. 1993). 
Diese Beobachtungen deuten darauf hin, dass Zellwachstum bzw. Zellvermehrung 
von der Proliferation wachstumsrelevanter Intermediärfilamente abhängen. Dies ist 
auch nachvollziehbar, wenn man sich die Funktion der Intermediärfilamente als 
Zytoskelett in Erinnerung ruft. 
Alles deutet also darauf hin, dass das Wachstum der Astrozyten von der Ausprägung 
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1.4 Ziel der Arbeit 
 
Analog zur unterschätzten Bedeutung der physiologischen Funktion der Astroglia, 
wurde das Augenmerk bei der Ätiologie vieler neurodegenerativer Krankheiten in 
vergangenen Studien ebenfalls hauptsächlich auf die Neuronen selbst gerichtet. 
Die neueren Erkenntnisse zur Rolle der Astrozyten (s. Kap. 1.2.1, Astrozyten, S. 10) 
lassen jedoch deren Stellenwert in der Pathogenese neuronaler Dysfunktionen in 
einem neuen Licht erscheinen. Neben akuten traumatischen Veränderungen stehen 
natürlich auch Veränderungen im alternden Gewebe im Zentrum des Interesses. Als 
Beispiel seien degenerative Erkrankungen wie der Morbus Alzheimer genannt.  
Intermediärfilamente spielen, wie oben beschrieben, eine wichtige Rolle bei der 
Ausübung der physiologischen Funktionen der Astrozyten. Aus diesem Grund sind 
auch deren Dysfunktionen von Interesse. In diesem Zusammenhang ist die 
Alexandersche Krankheit zu nennen, welche 1949 erstmals durch William Stuart 
Alexander beschrieben wurde und - hervorgerufen durch einen Gendefekt auf 
Chromosom 17 - ein fehlerhaftes GFAP in Astrozyten zur Folge hat. Patienten dieser 
seltenen Erkrankung fallen schon innerhalb der ersten zwei Lebensjahre durch 
mentale Retardierung auf und haben lediglich eine Lebenserwartung von weniger als 
zehn Jahren (Johnson 2004). 
Die Alexandersche Krankheit, als Beispiel für eine Erkrankung der Astrozyten, zeigt 
noch einmal eindringlich, welch große Bedeutung diesen Zellen zukommt und wie 
wichtig es ist, mehr über ihren Anteil an physiologischen- und pathologischen 
Zuständen des ZNS in Erfahrung zu bringen.  
Als Modell der Alexanderschen Krankheit und anderer Störungen der glialen 
Inermediärfilamente wurden von der Arbeitsgrupe um Milos Pekny Doppel-
Knockout-Mäuse generiert, deren Astrozyten weder Vimentin noch GFAP 
exprimieren (GFAP-/- Vimentin-/-) und die keine Intermediärfilamente besitzen (Pekny 
et al. 1999). 
Das Ziel dieser Arbeit sollte es sein, die Morphologie der Astrozyten in vivo bei 
GFAP-/- VIM-/- Mäusen, im Vergleich zu Wildtyp-Mäusen, an jungen- sowie alten 
Tieren quantitativ zu untersuchen. Dabei sollte sich die Beobachtung auf den 
motorischen Kortex konzentrieren. Von zentralem Interesse war dabei der 
Überlappungsfaktor einzelner Zellen. (s. Kap. 2.7, Berechnungen / 
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Überlappungsfaktor / Statistische Auswertung, S. 38) 
Die Frage, inwieweit jede Volumeneinheit des Kortex von Astrozytenfortsätzen 
erreicht bzw. versorgt wird, wurde in der Vergangenheit bereits mehrfach diskutiert. 
Nach Wolff überlappen sich die von den Astrozyten okkupierten, bzw. 
durchdrungenen Areale sehr stark, so dass an jeder Stelle des Neuropils Fortsätze 
mehrerer Astrozyten vorliegen. Er postulierte einen Überlappungsfaktor (ÜF) = 3 
(Wolff 1970). Dies wurde später zumindest für Bergmann-Gliazellen im Kleinhirn 
belegt (Grosche et al. 2002). 
Andere Autoren gehen davon aus, dass sich die Ausdehnungsfelder benachbarter 
Astrozyten gerade eben berühren und daher keine Überlappung besteht (ÜF ! 1) 
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Sieht man sich die vielfältigen physiologischen Funktionen der Astrozyten an (s. Kap 
1.2.1, Astrozyten, S. 10), kommt man zu dem Schluss, dass die Anzahl der Astrozyten 
pro Volumen einen großen Einfluss auf die (patho-) physiologischen Funktionen des 
betreffenden Neuropils haben muss. 
Verliert ein Astrozyt z.B. bei neurodegenerativer Erkrankungen oder nach 
traumatischen Einwirkungen seine Funktion, könnte ein zweiter Astrozyt (im Falle 
eines positiven Überlappungsgrades) die Versorgungsgebiete des ausgefallenen 
Astrozyten mit übernehmen. Zwei Astrozyten am gleichen Ort könnten beispielsweise 
von Neuronen ausgeschüttete Transmitter (z.B. Glutamat, s. Kap. 1.3.1, Funktionen, 
S. 17) schneller resorbieren als einer. Somit hätte die Anzahl der beteiligten 
Astrozyten einen direkten Einfluss auf die Transmitterregulation im ZNS. 
Einige Forscher gehen sogar davon aus, dass die Funktion der Astrozyten direkten 
Einfluss auf das Entstehen und Fortbestehen von klinisch manifesten Depressionen 
haben könnte. Sie beschrieben eine verminderte Dichte der Astrozyten, sowie eine 
geringere Astrozytenzahl im limbischen System chronisch depressiver Patienten 
(Rajkowska and Miguel-Hidalgo 2007). 
Auch zeigten neuere Studien, dass Astrozyten am Abbau des ß-Amyloids beteiligt 
sind, welches sich beim Morbus Alzheimer vermehrt im ZNS ablagert und 
wahrscheinlich an der Pathogenese der Krankheit beteiligt ist (Wyss-Coray et al. 
2003). Ein Überlappungsfaktor größer 1 sollte sich demnach positiv auf 
physiologische Funktionen auswirken, während ein ÜF ! 1 zumindest unter 
pathologischen Bedingungen das Überleben der Neuronen gefährden könnte. 
Ebenso interessant ist die Frage, in wieweit die Anzahl der Astrozyten Einfluss auf 
pathologische Prozesse im ZNS haben kann. Man weiß bereits, dass Gliazellen 
durchaus hemmend auf das Wachstum von geschädigten Neuronen wirken können 
(Savio and Schwab 1990). Daher lässt sich vermuten, dass ein Überlappungsfaktor < 
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Aus diesen Überlegungen heraus ergeben sich einige Fragen: 
 
- Gibt es eine Überlappung astrozytärer Fortsätze im Kortex der Maus – wenn ja; 
wie groß ist der Überlappungsfaktor? 
- Sind die Überlappungsgrade in verschiedenen Hirnarealen gleich hoch? 
- Unterliegt der Überlappungsgrad interindividuellen Schwankungen? 
- Verändert sich der Grad der Überlappung mit dem Alter oder durch 
pathologische Prozesse? 
 
Eine andere Frage ist, wodurch die unterschiedlichen Untersuchungsergebnisse der 
verschiedenen Arbeitsgruppen zu erklären sind. Eine plausible Erklärung ist der 
Einsatz verschiedener Methoden bzw. Bedingungen (unterschiedliche Färbetechnik, 
unterschiedliche Spezies - verschiedenen Alters) während der Untersuchung. 
Das Ziel meiner eigenen Untersuchungen war es daher, die Größe des 
Überlappungsfaktors im motorischen Kortex der Maus mit einer geeigneten 
Methodenkombination zu bestimmen. 
Dabei untersuchte ich sowohl die Überlappungsfaktoren der Astrozyten von Wildtyp-
Labormäusen, als auch von GFAP-/- VIM-/- Doppel-Knockout-Mäusen, um den 
Einfluss dieser beiden Filamente auf die Astrozytenmorphologie, speziell ihre 
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2. Material und Methoden 
 
2.1 Die Versuchstiere 
 
Die GFAP-/- VIM-/- Knockout-Mäuse wurden auf einem C57/BL-6 Hintergrund durch 
die Arbeitsgruppe von Prof. Milos Pekny gezüchtet und beschrieben (Colucci-Guyon 
et al. 1994; Pekny et al. 1999; Pekny et al. 1995). 
Die Doppel-Knockout-Tiere wurden meiner Arbeitsgruppe freundlicherweise zur 
Verfügung gestellt. 
Die Wildtyp-Kontrolltiere waren in 
Hinblick auf Alter und genetischen 
Background auf die DKO-Tiere 
abgestimmt und wurden ebenfalls von 
der Arbeitsgruppe M. Pekny zur 
Verfügung gestellt. Insgesamt kamen 
vier Gruppen von Tieren zur 
Untersuchung (vgl. Tab. 2). Dabei waren 
die jungen Tiere jeweils fünf Monate alt, 
während die alten Tiere ein Alter von 21 
Monaten erreicht hattten. 
Die Untersuchungen erfolgten im Stil 
einer Doppelblind-Studie (welche Tiere 
zu welcher Gruppe gehörten, wurde erst 
nach Abschluss der Messungen offengelegt). Die Tiere wurden am Paul-Flechsig 
Institut unter Anästhesie getötet und die Gehirne wurden entnommen, fixiert und den 
histologischen Untersuchungen zugeführt (s.u.). Jeweils eine Hirnhemisphäre wurde 
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2.2 Golgi-Färbungen 
 
Die Silberimpregnationstechnik nach Golgi beruht auf der Bildung von 
Silberverbindungen. Hierdurch lassen sich besonders gut Ganglienzellen und deren 
Fortsätze, aber auch Gliazellen und Gefäße anfärben.  
Neben der geringen Spezifität besteht eine weitere Eigenschaft der Golgi-Färbung 
darin, dass niemals alle vorhandenen Zellen eines Zelltyps angefärbt werden. Der 
Grund hierfür ist nach wie vor nicht abschließend geklärt. Dadurch ist die Färbung 
des beobachteten Areals zwar unvollständig aber auch übersichtlicher, was für mein 
Vorhaben, nämlich die quantitative Analyse einzelner Zellen, von Vorteil war 
(Shimono and Tsuji 1987). Die Golgi-Färbungen der Hirnschnitte dienten der 
Volumenmessung einzelner Zellen, sodass ich isoliert liegende Astrozyten suchen 
musste, um diese korrekt vermessen zu können.  
Zur Zellzählung wurden die Immunhistochemisch- gefärbten Präparate herangezogen 
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2.3 Immunhistochemische Färbungen 
 
Durch immunhistochemische Verfahren ist es möglich, das Vorhandensein 
bestimmter Antigene (meist Proteine) in einem Präparat  nachzuweisen.  
Es lässt sich also klären, ob und wo ein bestimmter Zelltyp mit dem für ihn 
charakteristischen Antigen vorkommt, sowie ob und wo eine bestimmte Zelle das 
Antigen exprimiert. 
Dazu werden Antikörper gegen die nachzuweisenden Antigene benutzt. Um diese 
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2.3.1 Die indirekte Nachweismethode 
 
Im Gegensatz zur direkten bedient man sich bei der indirekten Nachweismethode 
zweier Antikörper. Im ersten Schritt wird zunächst ein unmodifizierter Antikörper 
(Primärantikörper) auf das Präparat aufgebracht. In einem zweiten Schritt erfolgt dann 
die Inkubation mit einem fluoreszierenden Sekundärantikörper oder mit einer 
Kombination aus Sekundärantikörper und Markerenzym, welcher gegen die Spezies 
des Primärantikörpers gerichtet ist (der Primärantikörper wirkt nun als Antigen, vgl. 
Abb. 7b).  
Die indirekte Nachweismethode ist vor allem dann von Interesse, wenn man endogen 
produzierte Antikörper, wie z.B. Autoantikörper nachweisen möchte. Eine andere 
Indikation ergibt sich, wenn man sehr geringe Mengen eines Antigens nachweisen 
muss (Signalverstärkung). Die starke Empfindlichkeit dieser Methode stellt zugleich 
auch einen Nachteil dar, da es leicht zu unspezifischen Kreuzreaktionen mit endogen 
produzierten IGs kommen kann. 
Mir wurden die gefärbten Schnitte der vier Versuchsgruppen zur Verfügung gestellt. 
Meine Aufgabe bestand in der morphologischen und morphometrischen Auswertung 















Dissertation  •  Mark Tackenberg 
__________________________________________________________________________________ 
 
- 28 - 
2.4 Das konfokale Mikroskop 
 
Die vorliegende Arbeit wurde mit Hilfe des konfokalen Laserscanning-Mikroskops 
der Firma Zeiss (Oberkochen) angefertigt. Dabei bezeichnet der Begriff „konfokal“ 
die Besonderheit dieses Geräts, denn konjugiert zur Fokusebene (dem Objektiv) 
befindet sich eine Lochblende (eng. pinhole). Diese Blende ermöglicht es, Licht aus 
nur einer Fokusebene passieren zu lassen. Alle anderen Ebenen werden durch das 
pinhole geblockt. Ein Laser tastet nun jeden Bildpunkt dieser eingestellten Ebene ab. 
So entsteht ein überlagerungsfreies Bild, der „optische Schnitt“. 
Durch Veränderung der Fokusebene, welche durch den z-Antrieb im 100 Nanometer-
Schritten möglich ist, entstehen mehrere Schnitte übereinander, der Stapel. 
Aus dem Stapel lässt sich nun (ähnlich einer Computer-Tomographie) ein 
digitalisierter dreidimensionaler Raum erstellen, wodurch z.B. einzelne Zellen, wie in 
der vorliegenden Arbeit, auf Aussehen, Durchmesser, Volumen etc. hin untersucht 
werden können. Dabei kommen je nach Färbung verschiedene Laser zum Einsatz. 
Dabei stellten die Golgi-gefärbten Präparate einen Sonderfall dar, da hier das 
Mikroskop auf den „Reflektionsmodus“ umgestellt wurde. Da es sich bei der Golgi-
Färbung nicht um fluoreszierende Farbstoffe handelt, sollte hier auch die Wellenlänge 
des verwendeten Lasers keine Rolle spielen. 
Nichtsdestotrotz benutzte ich zum Vermessen der Golgi-gefärbten Präparate einen 
Helium-Neon-Laser mit 543 nm Wellenlänge - welcher besonders „scharfe“ 
Aufnahmen lieferte - und einen Helium-Neon-Laser mit 633 nm Wellenlänge, der 
besonders tief in das betreffende Gewebe einzudringen versprach. 
Die immunhistochemischen Färbungen wurden mit einem Argon-Laser (488nm) zur 
Darstellung von GFAP-positiven Präparaten und einem Helium-Neon-Laser (543nm) 
zur Darstellung von S100-ß-positiven Präparaten untersucht.  
Hier spielte die Wellenlänge der Laser eine große Rolle, da bei jeder Wellenlänge 
verschiedene Fluorchrome angeregt werden.  
Gleichzeitig konnte ich durch den „Langpass“ des LSM bestimmte Wellenlängen 
ausfiltern, um nur die vom Fluorchrom des Antikörpers emittierten Wellenlängen zu 
detektieren.  
Auf diese Art ist es möglich, etwaiges Hintergrundrauschen zu eliminieren. 
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2.5 Mikroskopische Untersuchung 
 
Um die angestrebten Untersuchungsergebnisse und besonders den 
Überlappungsfaktor der Astrozyten zu erhalten, waren  zwei Arbeitsschritte nötig. 
Zum einen brauchte ich das durchschnittliche Volumen der Astrozyten und zum 
anderen deren Anzahl in einem definierten dreidimensionalen Raum des untersuchten 
Hirnareals (s. Kap. 2.7; Berechnungen / Überlappungsfaktor / Statistische 
Auswertung, S. 38). 
 
 
2.5.1 Untersuchung der Volumina 
 
Die Volumenberechnung erfolgte mit Hilfe des Schnittbildprinzips des konfokalen 
Laserscanning-Mikroskops. (s. Kap. 2.4; Das konfokale Mikroskop, S.28). 
Dazu wurde zunächst ein geeigneter Astrozyt im Kortex mittels Lichtmikroskopie 
ausgewählt. Dafür sollten folgende Kriterien erfüllt sein. 
 
1) Die untersuchten Astrozyten sollten im Kortex lokalisiert sein und möglichst 
jeweils aus dem gleichen funktionellen Gebiet stammen.  
Aus diesem Grund wählte ich den motorischen Kortex als zu untersuchendes 
Areal. Dazu versuchte ich, immer im gleichen Abschnitt des motorischen 
Kortex entsprechende Zellen zu finden (bezogen auf die saggitale- 
transversale- und frontale Ebene). 
 
2) Der Astrozyt musste gut von seiner Umgebung zu differenzieren sein, um ihn 
bei der Bildauswertung exakt vermessen werden zu können. Dies stellte oft 
eine Schwierigkeit dar, denn in der Mehrzahl der Fälle lagern sich Astrozyten 
ihrer Funktion entsprechend bestimmten Strukturen wie Neuronen und 
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Waren diese Kriterien erfüllt, wurde auf Laserscanning-Modus umgeschaltet und mit 
den Vorbereitungen zur Aufnahme begonnen. 
Dazu mussten dem Programm zunächst die obere und die untere Grenze des zu 
scannenden Objektes angegeben werden. 
Also fuhr ich von der obersten sichtbaren Stelle des Astrozyten bis zur untersten, 
markierte die beiden und konnte so gleichzeitig beurteilen, ob sich der Astrozyt auch 
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Nun musste noch der „Detection Gain“ angepasst werden, also die Sensibilität, mit 
der das LSM Licht reflektierende Objekte wahrnahm. Dies verhält sich im Prinzip 
ähnlich einer Helligkeitsanpassung: je höher der Detection Gain, desto heller das Bild. 
Dabei geriet man aber auch schnell in Bereiche, in denen die Empfindlichkeit zu hoch 
eingestellt und das Bild somit nicht auswertbar war.  
Wenn das Bild ausreichend zu beurteilen und gleichzeitig eine Überblendung 
ausgeschlossen war, konnte mit dem Scan-Vorgang begonnen werden.  
War dieser abgeschlossen, erhielt man einen Stapel aus einzelnen Schnittbildern, den 
man nun von oben nach unten durchfahren konnte. Auch konnte man sich aus dem 
Stapel Projektionen erstellen lassen und so dreidimensionale Bilder erstellen, in 




2.5.2 Untersuchung der Zellzahlen 
 
Um herauszufinden, wie viele Astrozyten sich in einem definierten Gebiet befanden, 
wurden die Präparate immunhistochemisch gefärbt (s. Kap. 2.3; 
Immunhistochemische-Färbungen, S. 26). 
Dazu wurden Antikörper gegen das Intermediärfilament GFAP und das 
calciumbindende Protein S100-ß und verwendet (vgl. Abb. 10, S. 33). 
Zunächst suchte ich im Präparat einen Bereich, in dem durchgehend deutlich gefärbte 
Astrozyten erkennbar waren. Areale mit zu schwacher oder lückenhafter Färbung 
wurden ausgeschlossen.  
War ein solches Areal gefunden, musste ich zunächst mit einem der beiden Laser 
(siehe Kap. 3.4; Das konfokale Mikroskop, S. 28) die Intensität des ausgesandten 
Laserstrahls, sowie den „Detection Gain“ für die reflektierten Lichtstrahlen einstellen. 
Danach mussten die Parameter noch für den anderen Laser getrennt eingestellt 
werden.  
Dabei waren zwei Laser – verschiedener Wellenlänge – nötig, weil die verwendeten 
Antikörper gegen S100-ß, bzw. GFAP zwei verschiedene Marker trugen, die durch 
jeweils für sie spezifischen Wellenlängen angeregt werden konnten. 
So war es möglich, die S100-ß -positiven und die GFAP-positiven Zellen getrennt 
Quantitative Aspekte der Astrozyten von Wildtyp- und GFAP-/- VIM-/- Labormäusen 
__________________________________________________________________________________ 
 
- 33 - 
voneinander zu erfassen. 
Waren die Einstellungen für die beiden 
Laser vorgenommen, konnte ich den 
Scann-Vorgang starten, so dass das 
Präparat zunächst vom einen und dann 
vom anderen Laser abgetastet wurde. 
Dadurch entstanden zwei Bilder; einmal 
die erfassten S100-ß positiven Zellen (vgl. 
Abb. 10a) und einmal die GFAP-positiven 
Zellen (vgl. Abb. 10b). 
Diese beiden Bilder konnten per Computer 
danach übereinander gelegt werden, 
wodurch man die erfassten Zellen 
gleichzeitig auf das Vorhandensein beider 
Antigene hin untersuchen konnte (vgl. 
Abb. 10c).  
So entstanden für jede Maus acht 
Aufnahmen, verteilt über so viele Schnitte 
wie möglich, die bei der Auswertung eine 
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Die Bildauswertung erfolgte komplett am Computer mit Hilfe des LSM 510 Image 
Examiner der Firma Zeiss. 
Da dieses Programm mit jedem Bild alle wichtigen Informationen, wie z.B. das 
verwendete Objektiv, den Vergrößerungsfaktor usw. speichert, kann man Bildinhalte 
bis auf Bruchteile eines Mikrometers genau vermessen. 
So war es auch möglich, die Flächeninhalte der einzelnen Schnitte zu vermessen, um 
hieraus das Volumen der beobachteten Zellen zu errechnen (s. Kap. 2.6.1; 
Volumenmessung / Golgi-Präparate, S. 34). 
 
 
2.6.1 Volumenmessung / Golgi-Präparate 
 
Um das Volumen eines Astrozyten zu 
bestimmen, wurde dieser wie bei einer 
Computertomographie mit Hilfe des LSM 
in Schnittbilder aufgespalten. Wurde jedes 
dieser Schnittbilder nun als 
zweidimensionale Fläche ausgemessen 
und mit der Höhe des jeweiligen Schnittes 
multipliziert, erhielt man in der Summe 
das dreidimensionale Volumen der Zelle. 
Da dieses Ausmessen bei knapp 200 
untersuchten Astrozyten und ca. 70 bis 
100 Schnitten pro Zelle einen enormen 
Zeitaufwand darzustellen versprach, war 
der ursprüngliche Plan, den Computer die 
Vermessung der einzelnen Schnitte 
durchführen zu lassen. 
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Dieses Vorhaben stellte sich jedoch als unmöglich heraus, da die Software ein zu 
vermessendes Bild nur nach Helligkeits- bzw. Farbunterschieden abgesucht hätte. Da 
Astrozyten jedoch oft in unmittelbarer Nachbarschaft zu Neuronen oder Blutgefäßen 
liegen und sich sogar um diese herum legen, wäre ein Computer nicht in der Lage 
gewesen zu entscheiden, ob es sich bei dem aufgehellten Gebiet um eine Gliazelle 
handelt oder nicht (vgl. Abb. 11, S. 34). 
Eine weitere Idee war, nur die Projektionen der Bilder zu vermessen, um mir so die 
ca. 80 Messungen der Schnitte pro Zelle zu ersparen. 
Um die Zuverlässigkeit eines solchen Vorgehens zu prüfen untersuchte ich, ob es 
einen konstanten Zusammenhang zwischen dem Durchmesser eines Astrozyten in der 
Projektion und seinem dreidimensionalen Volumen gab. 
Hierzu vermaß ich die zweidimensionale Fläche eines Astrozyten in der Projektion - 
also die größte Ausdehnung der Zelle - und dachte mir einen Kreis mit dem 
gemessenen Flächeninhalt. 
Aus diesem Flächeninhalt errechnete ich mit der Formel A = ! x r2 den 
hypothetischen Radius einer Zelle mit perfekt runder Form. 
Aus diesem Radius konnte ich ferner das dreidimensionale Volumen einer gedachten 
kugelförmigen Zelle errechnen. 
Um zu kontrollieren, ob das Ergebnis der Realität entsprach, verglich ich einige 
errechnete mit tatsächlich - Schnitt für Schnitt - gemessenen Volumina. 
Wie in Tabelle 3 und Abbildung 12 (S. 36) zu sehen ist, waren die errechneten 
Volumina nahezu immer größer als die exakt gemessenen Werte.  
Dies war auch zu erwarten, da man durch die Überlagerung der Schnitte bei der 
Projektion wie schon beschrieben nur den größten Durchmesser der Dendritenbäume 
der Astrozyten messen konnte. Etwaige Unregelmäßigkeiten oder Aussparungen im 
okkupierten Volumen konnten nicht mehr wahrgenommen werden. 
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Dies bestätigte zwar die Richtigkeit der 
Überlegungen zum Kugelmodell, 
allerdings unterlagen die Unterschiede der 
errechneten Werte zu den exakt 
vermessenen Volumina zu großen 
Schwankungen.  
Während der mittlere Quotient bei 1.31 
lag, erstreckte sich die Spannbreite der 
beobachteten Werte von 0.98 bis 1.77 
(vgl. Tab. 3 & Abb. 12). 
In anderen Messreihen konnte ich sogar 
Ausreißer mit einem Quotienten von 0.66 als Minimum und 2.35 als Maximum 
beobachten. 
Die Variabilität der Volumina war also zu groß, um mit dieser mathematischen 
Herangehensweise vereinfacht zu werden. 
Also blieb nur die langwierige Möglichkeit, jeden einzelnen Schnitt per Hand zu 
vermessen, mit der Höhe des Schnittes zu multiplizieren und die Summe dieser Werte 




Quantitative Aspekte der Astrozyten von Wildtyp- und GFAP-/- VIM-/- Labormäusen 
__________________________________________________________________________________ 
 
- 37 - 
2.6.2 Zellzahl / Immunhistochemie 
 
Nachdem ich Immunfluoreszenz-
aufnahmen der Hirnschnitte angefertigt 
hatte (s. Kap. 2.5.2; Untersuchung der 
Zellzahl, S. 32), musste ich die 
Aufnahmen auszählen. Da aber manchmal 
an den Bildrändern Unregelmäßigkeiten 
auftraten, weil z.B. ein Blutgefäß das 
beobachtete Areal passierte oder das 
betreffende Gewebe durch die Fixierung 
beschädigt war, wählte ich bei jedem Bild 
einen Bereich aus, den ich auszählen 
wollte.  
Diesen ließ ich direkt vom Computer 
vermessen (vgl. Abb. 13).  
Waren nun die Zellen in diesem Bereich am Bildschirm ausgezählt, konnte ich deren 
Anzahl mit der Größe des beobachteten Bereichs ins Verhältnis setzen und eine 
Aussage über die Anzahl der Zellen pro Flächeneinheit machen. Bei dieser 
Flächeneinheit ergab sich noch ein zweidimensionaler Bezug. Durch Multiplikation 
mit der Höhe (z) des Schnittes, erhielt ich ferner dreidimensionalen Raum, in 
welchem sich alle gezählten Astrozyten befanden. 
Obwohl die Schnitte für immunhistochemische Präparate standardmäßig mit einer 
Schnittdicke von 30 !m angefertigt werden, kommt es durch die 
Entwässerungsschritte im Rahmen der immunhistochemischen Färbungen zu 
Schrumpfungsvorgängen im Gewebe (vgl. Kap. 4.1.3; Schrumpfung der Präparate, S. 
54). Um die immunhistochemischen Aufnahmen trotzdem mit den Golgi-gefärbten 
Präparaten (welche ja auch Schrumpfungsprozessen unterliegen) ins Verhältnis setzen 
zu können, maß ich die tatsächliche Schnittdicke nach der Fixierung, bzw. Färbung 
und konnte so das tatsächliche Volumen der Präparate bestimmen. 
Nach den entsprechenden Nachuntersuchungen ermittelte ich für die Höhe (z) des 
Gewebes einen durchschnittlichen Wert von 11,50 !m, welchen ich nun als 
Gewebedicke zur Berechnung der Zellzahl pro Volumeneinheit einsetzten konnte. 
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2.7 Berechnungen / Überlappungsfaktor / Statistische 
Auswertung 
 
Im zentralen Interesse dieser Arbeit stand - neben dem Volumen der Astrozyten und 
deren Anzahl pro beobachtetem Volumen - der Überlappungsfaktor der Astrozyten (s. 
Kap. 1.4; Ziel der Arbeit, S. 19). 
Dieser rechnerisch ermittelte Wert gibt 
Aufschluss darüber, um welchen Faktor 
sich benachbarte Astrozyten im 
beobachteten Areal überlappen. 
Um den Faktor zu berechnen, um den sich 
in einem beobachtetem Areal Körper 
überlappen, benötigt man drei Parameter 
(vgl. Abb. 14): 
 
• die Größe des beobachteten 
Areals: F(Areal) 
• die Größe jedes Körpers im 
beobachteten Areal: ØF(K) 
• die Anzahl der betreffenden 
Körper in dem beobachteten 
Areal: i(K) 
 
Im Rechenbeispiel der Abbildung 14 ist 
F(Areal) = 200 cm2, ØF(K) = 20 cm2 und i(K) = 4.  
Anmerkung: da es sich in diesem Beispiel der Einfachheit halber um eine 
zweidimensionale Fläche handelt, rechne ich mit Flächeninhalten und nicht – wie in 
der eigentlichen Arbeit – mit Volumina. 
Der Überlappungsfaktor errechnet sich, indem man bestimmt, welchen 
Gesamtflächeninhalt die Körper einnehmen. 
Im Beispiel multipliziert man die Anzahl der gezählten Körper (4) mit der 
durchschnittlichen Fläche der beobachteten Körper (20 cm2). Man weiß jetzt also, 
dass die vier Körper insgesamt 80 cm2 in diesem Areal mit der Größe von 200 cm2 
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einnehmen. Dividiert man nun die Größe der gesamten Körperfläche durch die Größe 
des beobachteten Areals, kommt man an den Überlappungsfaktor: 80 cm2 / 200 cm2 = 
0,4. 
Der Überlappungsfaktor in unserem Beispiel beträgt 0,4 – die hypothetischen Zellen 
überlappen sich also nicht, sie nehmen weniger als die Hälfte des zur Verfügung 
stehenden Areals ein.  
Auf die gleiche Weise berechnete ich den Überlappungsfaktor der Astrozyten in 




Um die Ergebnisse der Gruppen untereinander statistisch zu vergleichen, bediente ich 
















Dissertation  •  Mark Tackenberg 
__________________________________________________________________________________ 
 
- 40 - 
3. Ergebnisse 
3.1 Volumina der Astrozyten 
Abb. 15 zeigt je zwei Projektionen von Astrozyten zweier unterschiedlicher Mäuse 
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Wie in diesen Beispielen waren die Zellen immer deutlich vom Hintergrund 
abgrenzbar. Durch die nicht auf einen Zelltyp beschränkte Golgi-Färbung, die für die 
Volumenmessungen angefertigt wurde, waren allerdings auch oft umgebene 
Strukturen (wie z.B. Blutgefäße, oder Fortsätze von Neuronen) neben den Astrozyten 
kräftig angefärbt (vgl. Abb. 11, S. 34).  
Daraus ergab sich wie bereits beschrieben auch das Problem, dass die 
Volumenmessung nicht automatisiert werden konnte (s. Kap. 2.5.1, Untersuchung der 
Volumina, S. 30). 
Die unterschiedliche Helligkeit der Hintergründe ist wiederum durch die Golgi-
Färbung bedingt: je nachdem wie viel umgebendes Gewebe mit angefärbt wurde, 
ergibt sich in der Projektion, wenn alle Schnittebenen übereinander betrachtet werden, 
natürlich ein relativ prominenter Hintergrund in der Aufnahme. 
Bereits lichtmikroskopisch fiel auf, dass die Astrozyten der alten Tiere sowohl bei den 
Wildtyp- als auch bei den Doppel-Knockout-Mäusen im Durchschnitt deutlich größer 
aussahen als die der jungen Tiere (vgl. Abb. 15, S. 40). Auch waren einzeln liegende 
Astrozyten bei den alten Tieren wesentlich seltener anzutreffen als bei den jungen 
Tieren, was die Suche nach für die Messungen geeigneten Zellen erschwerte. 
Tab. 5 (S. 42) zeigt exemplarisch die Messwerte eines Stapels, welcher aus 97 
Einzelbildern bestand. 
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Die Astrozyten der jungen Wildtyp-Mäuse erreichten ein Volumen von 
durchschnittlich 27.280,74 !m3, die der jungen Doppel-Knockout-Mäuse ein 
Volumen von durchschnittlich 29.573,95 !m3. 
Bei den alten Tieren ergab sich gar kein Unterschied zwischen den Astrozyten von 
Wildtyp- und Doppel-Knockout-Mäusen: die Astrozyten der Wildtyp-Tiere erreichten 
ein okkupiertes Volumen von durchschnittlich 61.143,42 !m3 und die der Doppel-
Knockout-Mäuse ein Volumen von durchschnittlich 61.257,60 !m3. 
Die Volumina der Astrozyten der Wildtyp- und Doppel-Knockout-Mäuse 
unterschieden sich damit weder bei den jungen-, noch bei den alten Tieren signifikant 
voneinander (vgl. Abb. 16, Tab. 6, S. 43). 
Dagegen gab es aber einen großen Unterschied zwischen den Volumina der 
Astrozyten von jungen und alten Tieren. 
Bei den Wildtyp-Mäusen entsprach der Unterschied zwischen den jungen- und den 
alten Tieren einem Faktor von 2,24 – bei den Doppel-Knockout-Mäusen einem Faktor 
von 2,07. 
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In den Gruppen unterlagen die Volumina der Astrozyten pro Tier teilweise recht 
großen Schwankungen. So erstreckte sich die Spannbreite der Volumina der 
Astrozyten pro Tier, am Beispiel der jungen Doppel-Knockout-Mäuse von 13.040,52 
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Dabei fällt allerdings auf, dass die Werte für Astrozyten der Doppel-Knockout-Mäuse 
interindividuell stärker streuen als die der Wildtyp-Tiere (vgl. Tab. 6, S. 43 (SD)). 
Die Standardabweichung innerhalb der Gruppen lag bei den Kontrolltieren bei 
6.255,07 !m3 (jung) bzw. 11.557,62 !m3 (alt) und bei den DKO-Tieren bei 14.890,54 
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3.2 Zellzahl der Astrozyten 
 
Die Anzahl der Astrozyten pro Volumeneinheit wurde, wie in Kapitel 2.5.2 
beschrieben, mittels immunhistochemischer Färbung untersucht.  
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Auf den Bildern der Abb. 17 (S. 45) fällt zunächst auf, dass die Doppel-Knockout-
Mäuse sowohl bei den jungen (vgl. Abb. 17b), als auch bei den alten Tieren (vgl. 
Abb. 17d) frei von GFAP-positiven Astrozyten waren. Das entspricht natürlich den 
Erwartungen, da diese Tiere weder GFAP noch Vimentin in ihren Zellen exprimieren. 
Weiter sieht man, dass in Abb. 17a nur ein GFAP-positiver Astrozyt abgebildet ist, 
währenddessen in Abb. 17c mindestens acht zu sehen sind. Obwohl wir hier nur eine 
Aufnahme betrachten, ist dies ein Trend, der sich durch alle Messungen zieht (vgl. 
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Offenbar nimmt der Grad der GFAP-Expression mit dem Alter zu. Es muss jedoch 
festgehalten werden, dass selbst bei den alten Tieren nur ein Teil der S100-ß positiven 
Astrozyten in nachweisbarem Maße GFAP exprimiert. Tabelle 8 zeigt die Anzahl der 




Bei der jungen Generation schienen die Doppel-Knockout-Tiere, was die Anzahl der 
beobachteten Zellen anging, keine Einschränkungen erfahren zu haben. Pro 
Kubikmillimeter fanden sich durchschnittlich sogar über 2000 Zellen mehr (33.027,80 
/ mm3) als bei den Wildtyp-Mäusen (30.978,75 / mm3). 
Bei den gealterten Tieren stellt sich der Sachverhalt anders dar. Hier fanden sich bei 
den Doppel-Knockout-Tieren gut 2000 Zellen pro Kubikmillimeter weniger 
(34.436,60 / mm3) als bei den Wildtyp-Mäusen (36.500,50 / mm3). Abbildung 17 (S. 
45) stellt diesen Sachverhalt im Diagramm dar.  
Auffällig ist analog zu den Volumina der Astrozyten die Tatsache, dass die alten 
Tiere sowohl bei den Wildtyp-Gruppen, als auch bei den Doppel-Knockout-Gruppen 
konstant mehr Zellen pro Flächeneinheit aufwiesen, als die jungen Tiere. Diese 
Unterschiede sind jedoch alle nicht signifikant. 
Dissertation  •  Mark Tackenberg 
__________________________________________________________________________________ 
 




3.3 Der Überlappungsfaktor 
 
Im eigentlichen Interesse der Arbeit stand der Überlappungsfaktor, welcher auf 
rechnerischem Weg ermittelt wurde (s. Kap. 2.7; Berechnungen / Überlappungsfaktor 
/ Statistische Auswertung, S. 38). 
Wie in Abb. 19 (S. 49) zu sehen ist, unterschieden sich die Überlappungsfaktoren 
zwischen den Wildtyp-Mäusen und den Doppel-Knockout-Mäusen nicht signifikant 
von einander. 
Bei den jungen Tieren betrug der Überlappungsfaktor der Astrozyten bei den 
Wildtyp-Tieren 0,87. Die Doppel-Knockout-Tiere standen dem mit einem 
Überlappungsfaktor von 0,96 gegenüber. 
Die Astrozyten der alten Wildtyp-Tiere hatten einen Überlappungsfaktor von 2,22, 
während die Astrozyten der alten Doppel-Knockout-Tiere einen Überlappungsfaktor 
von 2,10 aufzeigten. 
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Wie schon beim Zellvolumen, scheint das Alter der Versuchstiere einen deutlich 
stärkeren Einfluss auf die Messwerte auszuüben, als das Fehlen der 
Intermediärfilamente GFAP / Vimentin. Die Überlappungsfaktoren der alten Tiere 
weisen sowohl bei den Wildtyp-Mäusen, als auch bei den Doppel-Knockout-Mäusen 
einen mehr als zweifach höheren Wert auf (2,22 bzw. 2,10) als die jungen 
Vergleichsgruppen (0,87 bzw. 0,96). 
Tab. 9 (S. 50) zeigt die Überlappungsfaktoren der einzelnen Gruppen mit ihren 
jeweiligen Tieren im Detail. 
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Ebenso auffällig ist, dass der Unterschied zwischen Überlappungsfaktoren der 
jungen- und den der alten Tiere bei den Wildtyp-Tieren ausgeprägter ausfällt 
(Unterschied: 1,35) als bei den Doppel-Knockout-Mäusen (Unterschied: 1,14). 
Weiter streuen die Doppel-Knockout-Mäuse in ihren Überlappungsfaktoren mehr als 
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3.4 Zusammenfassung 
 
Diese Arbeit zeigt, dass das Vorkommen bzw. das Fehlen der Intermediärfilamente 
GFAP und Vimentin keinen signifikanten Einfluss auf das Astrozytenvolumen, deren 
Zellzahl oder Überlappungsfaktor im Kortex hat. 
Viel entscheidender scheint das Alter diese Variablen zu beeinflussen. Die Astrozyten 
im Kortex der knapp zwei Jahre alten Wildtyp-Mäuse wiesen durchschnittlich nicht 
nur das mehr als doppelt (2,24-fach) erhöhte Volumen der jungen (fünf Monate alten) 
Wildtyp-Tiere auf, sondern besaßen auch durchschnittlich gut 5000 (5521,75; 15,13 
%) Zellen mehr pro mm3 als die jungen Wildtypen. Diese Ergebnisse spiegeln sich 
natürlich auch im Überlappungsfaktor der Astrozyten wieder. 
Während die Astrozyten im Kortex der jungen Wildtyp-Tiere sich mit einem 
durchschnittlichen Überlappungsfaktor von 0,87 gar nicht bzw. gerade eben 
berührten, steht dem ein Überlappungsgrad von 2,22 bei den alten Wildtyp-Mäusen 
entgegen. Ganz ähnlich sind die Ergebnisse bei den GFAP-/- VIM-/- Doppel-Knockout-
Mäusen.  
Das Zellvolumen der Astrozyten der jungen KO-Mäuse betrug mit knapp 30.000 !m3 
(29.573,95 !m3) die Hälfte des Volumens der alten KO-Mäuse, welche mit 61.257,60 
!m3 vernachlässigbar gering über dem Volumen der alten Wildtypen (61.143,42 !m3) 
lag. Die Zellzahlen der jungen und der alten KO-Mäuse unterschieden sich mit einem 
Wert von 1408,80 Zellen pro mm3 (4,09 %) nur knapp von einander (33.027,80 jung / 
34.436,60 alt). 
Auch die Überlappungsfaktoren der jungen DKO-Mäuse lagen, ähnlich dem der 
jungen Wildtyp-Tiere, knapp unter dem Faktor 1 (0,96), während dieser Wert „im 
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4. Diskussion 
 
4.1 Kritik an der Methodik 
 
Drei wesentliche Fragen wurden bereits während der Vorbereitungen zum 
experimentellen Teil der Arbeit diskutiert: 
- Liefert die Golgi-Färbung verwertbare Präparate für die wichtige 
Volumenmessung dieser Arbeit? 
- Ist S100-ß der richtige Marker, um die Astrozytenanzahl im untersuchten 
Gewebe zu messen? 
- Wie wirkt sich die durch die Fixierung bedingte Schrumpfung des Gewebes auf 
die Ergebnisse aus? 
 
Im Folgenden werden diese Fragen kurz diskutiert. 
 
 
4.1.1 Golgi-Färbungen zur Volumenmessung 
 
Die Golgi-Färbung (Silberimprägnationstechnik) bietet für diese Arbeit gleich zwei 
wesentliche Vorteile. Zum einen färbt sie, aus nach wie vor ungeklärten Gründen, 
eine relativ kleine Population der Zellen im Gewebe an. Da für diese Arbeit isoliert 
liegende-, gut zu messende Astrozyten gefunden werden mussten ist dies von 
entscheidendem Vorteil. 
Des Weiteren ist die Golgi-Färbung dafür bekannt, besonders detailgetreu die Zellen 
bis in ihre kleinsten Fortsätze hinein anzufärben (Kosaka and Hama 1986). Da nahezu 
98% der Oberfläche von Astrozyten von ihren Fortsätzen gebildet wird (Wolff 1970), 
ist diese Eigenschaft für die Vermessung dieser Zellen unerlässlich. 
Ein Nachteil, welcher wie im Ergebnisteil beschrieben auch während dieser 
Untersuchung problematisch war, ist die Tatsache, dass die Golgi-Färbung relativ 
unspezifisch sowohl verschiedene Zelltypen (Glia, Neuronen, etc.), als auch 
Blutgefäße und andere Strukturen anfärbt. Da Astrozyten eben diese Strukturen mit 
ihren Fortsätzen umschlingen, um beispielsweise die Blut-/Hirnschranke zu bilden, 
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liegen sie in direkter Nachbarschaft zu diesen. Für die Volumenmessung mussten 
Astrozyten gefunden werden, welche isoliert lagen, damit andere zentralnervöse 
Elemente die Messung nicht verfälschten. Dieser Punkt stellte jedoch keine 
Einschränkung, sondern lediglich eine Verzögerung der Arbeit dar. 
Im Literaturvergleich zeigt sich, dass aufwendige Messungen an einzelnen 
farbstoffinjezierten Astrozyten nahezu deckungsgleiche Werte ergeben (Wilhelmsson 
et al. 2004).  
 
4.1.2 S100-ß als Marker zur Zellzahl-Bestimmung 
 
Um eine bestimmte Zellpopulation zu zählen, benötigt man einen Marker, welcher 
ausschließlich in eben den Zellen vorkommt, welche von Interesse sind  - zumindest 
in dem zu untersuchenden Gewebe. Zudem muss dieser Marker alle Zellen dieses 
Typs anfärben. 
Astrozyten exprimieren unter anderem GFAP, S100-ß und Vimentin. Dabei scheidet 
Vimentin als Astrozyten-spezifischer Marker schnell aus, da dieses 
Intermediärfilament neben Astrozyten auch in Endothelzellen, Fibroblasten, u.a. 
vorkommt (vgl. Human Protein Refernce Database: www.hprd.org). Abgesehen 
davon war in der vorliegenden Arbeit wegen des Fehlens von GFAP und Vimentin 
eine Markierung der DKO-Astrozyten mit Vimentin-Antikörpern unmöglich.  
Aus dem gleichen Grund und da GFAP auch in WT-Mäusen nicht von allen 
Astrozyten exprimiert wird, bleibt S100-ß als einziger Astrozyten-spezifischer Marker 
übrig. In der Literatur ist S100-ß seit langem als guter, spezifischer Marker für 
Astrozyten beschrieben (Savchenko et al. 2000). 
Interessehalber zählte ich die GFAP-positiven Astrozyten mit. Die Ergebnisse 
machen deutlich, dass S100-ß die richtige Wahl war, da nach meinen Erkenntnissen 
lediglich 5,55 (WT alt) – bzw. 1,42 (WT jung) Prozent der Astrozyten GFAP 
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4.1.3 Schrumpfung der Präparate 
 
Die Schrumpfung der angefertigten Präparate, welche im Rahmen der Präparation und 
Fixierung entsteht, spielt in jeder Arbeit, die Aussagen über den Zustand in vivo 
treffen will, eine große Rolle. 
Dadurch, dass während der Fixierung der Entzug von Wasser nötig wird, kommt es 
natürlich automatisch zur Schrumpfung jeden organischen Gewebes. Dies muss man 
bei Aussagen, welche in Hinsicht auf absolute Zahlen (Größen, Volumenangaben, 
etc.) getroffen werden, immer berücksichtigen. In den meisten wissenschaftlichen 
Arbeiten steht allerdings gar nicht die tatsächliche Größe einer Variablen im 
Vordergrund, sondern vielmehr deren Veränderung unter verschiedenen 
Versuchsbedingungen oder im alternden Organismus. Interessiert man sich doch für 
die absolute Angabe wie beispielsweise die Größe einer Zelle, so muss man zu 
anderen Methoden greifen (in vivo imaging…). 
Im Fall der vorliegenden Arbeit geht es um den Vergleich der Größe, der Zellzahl und 
des Überlappungsfaktors zwischen jungen und alten Wildtyp- und Doppel-Knockout-
Tieren. Da alle Versuchsgruppen gleich behandelt wurden (Schnittanfertigung, 
Färbeprotokolle), ist davon auszugehen, dass auch alle Gewebe der unterschiedlichen 
Gruppen bei Anwendung der gleichen Methode den gleichen Schrumpfungsgrad 
erfahren haben. Daher macht ein Vergleich der besagten Variablen Sinn, so lange die 
Versuchsbedingungen konstant gehalten werden.  
Im Fall des Überlappungsfaktors muss man noch berücksichtigen, dass es durch die 
Schrumpfung des Gewebes ja theoretisch zur Veränderungen mindestens einer der 
Variablen kommt, durch welche dieser Faktor bestimmt wird. Die Zellzahl wird durch 
den Schrumpfungsprozess nicht verändert, lediglich das Volumen des betrachteten 
Gewebes, in welchem die Zellzahl “x” liegt, wird kleiner.  
Da aber die Zellen (Astrozyten) selbst auch schrumpfen und davon auszugehen ist, 
dass der Grad der Schrumpfung im gesamten Weichteilgewebe annähernd konstant 
ist, sollte die Berechnung des Überlappungsfaktors hierdurch nicht beeinflusst 
werden. Fraglich wäre dann noch, ob die Golgi-Präparate dem gleichen Maß an 
Schrumpfung ausgesetzt waren, wie die immunhistochemischen Präparate. Dieser 
Frage konnte ich im Rahmen der Arbeit nachgehen, in dem ich die Dicke der 
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Präparate mit dem konfokalen Mikroskop maß und mit der Schnittdicke der zuvor 
angefertigten Gewebeschnitte verglich.  
Die immunhistochemischen Präparate wurden mit einer Schnittdicke von 30 !m 
geschnitten. Die fertigen Präparate wiesen durchschnittlich eine Dicke von 11,49 !m 
auf, was einer prozentualen Schrumpfung von 61,70% entspricht. Dem gegenüber 
schrumpften die Präparate im Rahmen der Silberimprägnationstechnik nach Golgi 
von 150 !m Schnittdicke auf durchschnittlich 65,03 !m um 56,95%. 
Da diese Schrumpfungsgrad sehr ähnlich sind, ist davon auszugehen, dass es zu 
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4.2 Einordnung der Ergebnisse in die Literatur / 
Schlussfolgerungen 
 
Wie bereits in der Einleitung geschildert, gehen Beobachtungen zum okkupierten 
Volumen oder gar zum Überlappungsgrad der Astrozyten von Autor zu Autor stark 
auseinander. Ursachen hierfür sind vor allem in der Anwendung unterschiedlicher 
Methoden, der Nutzung unterschiedlicher Versuchstiere (unterschiedlichen Alters) 
und dem Betrachten unterschiedlicher Hirnareale zu suchen. Gerade bei Arbeiten zur 
Zellschwellung betrachten die Autoren manchmal lediglich das Soma der Astrozyten, 
so dass diese Daten für meine Zwecke nicht heranzuziehen waren (Risher et al. 2009). 
Dazu kommt noch, das es sich bei vielen Studien um in vitro-Arbeiten an kultivierten 
Zellen handelt, die nur bedingt mit histologischen- oder in vivo-Studien zu 
vergleichen sind (Allansson et al. 1999).  
Zwei Arbeiten, welche am ehesten mit der vorliegenden Studie verglichen werden 
können, berichten von einem Astrozytenvolumen (Soma + Fortsätze) von 14,7 x 103 
!m3  im Kortex (Chvatal et al. 2007) und 83,2 x 103 !m3 im Hippocampus (Ogata and 
Kosaka 2002) der Maus. Da das Alter, wie die vorliegende Arbeit zeigt, einen großen 
Einfluss auf das Volumen der Astrozyten hat, ist es wichtig zu wissen, dass die 
Versuchstiere der ersten Autoren zum Zeitpunkt des Versuchs ungefähr einen Monat 
alt waren, die der letzteren Arbeit 2 – 3 Monate, was alleine betrachtet sicherlich 
keine Erklärung für diesen großen Unterschied sein kann. Dieses Beispiel zeigt noch 
einmal, welch große Unterschiede sich in der Literatur zu diesem Thema finden 
lassen.  
Lediglich eine andere Arbeitsgruppe nutzt im Augenblick die GFAP-/- VIM-/- - 
Knockout-Mäuse mit dem Ziel, den Einfluss dieses Genotyps auf die genannten 
Größen hin zu untersuchen.  
Eine Arbeit dieser Arbeitsgruppe berichtete 2004 von einen Volumen der Astrozyten 
im Hippocampus von Wildtypmäusen von 40.000 !m3 (± 2.300 !m3) (Wilhelmsson et 
al. 2004). Diese Zahl ist für die vorliegende Arbeit von besonderem Interesse, da sie 
sich nahezu identisch mit bisher unveröffentlichten Ergebnissen der hiesigen 
Arbeitsgruppe aus dem Hippocampus deckt, welche ein Astrozytenvolumen von 40 – 
47.000 !m3 aufzeigten. Das Interessante daran ist, dass die jeweiligen Ergebnisse mit 
verschiedenen Methoden gemessen wurde: die Wilhelmsson Gruppe punktierte 
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einzelne Astrozyten und injizierte Farbstoff, um das Volumen zu messen, wohingegen 
die hiesigen Daten durch die gleiche Methodenkombination wie in der vorliegenden 
Arbeit, nämlich durch Golgi-Färbung, gewonnen wurden. Da sich die Zahlen so sehr 
ähneln und durch zwei völlig verschiedene Methoden bestimmt wurden, ist davon 
auszugehen, dass sie der Realität entsprechen. 
Die Beobachtung, dass das Volumen, die Zellzahl und der Überlappungsgrad der 
Astrozyten mit dem Alter zunehmen, konnte bereits zuvor gemacht werden und lässt 
Raum für einige Spekulationen. Bereits vor einigen Jahren zeigten Bjorklund und 
Kollegen, dass Astrozyten im Kortex von Sprague-Dawley Ratten mit dem Alter an 
Volumen zunahmen. Der Unterschied zwischen Tieren im Alter von 6 Wochen und 
18 Monaten betrug immerhin 45% (Bjorklund et al. 1985) und korreliert mit den 
Ergebnissen dieser Arbeit, in welcher das Volumen der Astrozyten in einem Zeitraum 
von knapp zwei Jahren um den Faktor 2 anstieg. 
Warum das Volumen, und der Überlappungsfaktor mit dem Alter zunehmen, kann im 
Rahmen dieser Arbeit nur vermutet werden, obwohl es nahe liegt anzunehmen, dass 
die Astrozyten gewissermaßen “mit ihren Aufgaben wachsen”. Es macht Sinn, dass 
die Gliazellen bei jungen Tieren, bei denen höchstwahrscheinlich noch keine 
pathologischen Prozesse ablaufen, nicht so stark gefordert sind wie bei gealterten 
Tieren, welche sich in ihrem Leben bereits mit degenerativen Veränderungen im ZNS 
auseinandersetzen mussten.  
Daneben sind Astrozyten auch in die biochemischen Prozesse des Lernens involviert, 
indem sie, wie zu Beginn der Arbeit beschrieben, in den Glutamat-Stoffwechsel 
eingebunden sind. Glutamat ist der potenteste exzitatorische Neurotransmitter im 
ZNS und wird, zusammen mit Noradrenalin, als einer der wichtigsten Botenstoffe für 
Vorgänge des Lernens und Abrufens von Gedächtnisinhalten angesehen (Riedel et al. 
2003). Astrozyten sind in der Lage, das von den Neuronen freigesetzte Glutamat 
aufzunehmen und zu Glutamin umzuwandeln (GS; Glutamin-Synthetase), oder sogar 
zu Glykogen umzuwandeln, um es in dieser Form zu speichern (Gibbs et al. 2008).  
In langjährigen Studien konnten Gibbs und Kollegen zeigen, dass beispielsweise eine 
Inhibierung der Glutamat-Synthetase in Astrozyten eine signifikante Störung in 
Lernprozessen bei jungen Hühnern zur Folge hat (Gibbs et al. 1996). 
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Diese Tatsachen lassen sich auch auf Säugetiere übertragen (Gibbs et al. 2008) und 
geben Anlass zu Spekulationen über Zusammenhänge mit den Ergebnissen der 
vorliegenden Arbeit. 
Das mehr als zweifach erhöhte von Astrozyten okkupierte Volumen der alten Tiere in 
beiden Gruppen kann unter anderem darin begründet sein, das die Neuronen im Laufe 
des Lebens einen höheren Engergie- und Transmitterbedarf entwickeln. Je mehr die 
Maus lernt und neuronale Verschaltungen aufbaut, desto höher werden die Ansprüche 
an die Astrozyten werden. 
Diese Entwicklung sollte natürlich bereits in einem frühen Entwicklungsstadium 
abgeschlossen sein, da eine Labormaus ohne entsprechende stimulierende Reize 
sicher nur einen begrenzten “Wissensschatz” aufbauen wird. Es ist aber vorstellbar, 
das eine Kombination der oben genannten Anforderungen, nämlich zunächst das 
Lernen und dann die einsetzenden degenerativen Veränderungen im Alter, den 
ernormen Zuwachs der Durchdringung des Hirngewebes durch Fortsätze der 
Astroglia erklären.  
Auch die tendenzielle Zunahme der Zellzahl der Astrozyten bei den alten Tieren 
untermauert diesen Gedankengang, da eine Zellhypertrophie nur bis zu einem 
gewissen Grad möglich ist. Steigen die Anforderungen weiter, muss zwangsläufig die 
Anzahl der zur Verfügung stehenden Zellen erhöht werden. 
In der Tat konnte gezeigt werden, dass lebenslang ein geringer Prozentsatz der 
Astrozyten proliferiert (Korr et al. 1973; Korr et al. 1975). Die eigenen Befunde 
stützen die Hypothese, dass diese Proliferation nicht nur dem Ersatz 
zugrundegegangener Astrozyten dient, sondern Anzahl und Dichte der Astrozyten 
steigert. 
Überraschenderweise haben die eigenen Untersuchungen keinen Hinweis auf einen 
Einfluss der Intermediärfilamente auf die Astrozytenmorphologie ergeben. Lepekhin 
und Kollegen zeigten 2001, dass sich Astrozyten der DKO-Tiere als Primärkultur in 
vitro in Hinblick auf Zellgröße und Fortsatzlänge deutlich von denen von Kontroll-
Tieren unterschieden (Lepekhin et al. 2001). Die GFAP-/- VIM-/- - Astrozyten waren 
ungefähr 35% kleiner als die isolierten Zellen der Wildtyp-Tiere.  
Dies steht im Widerspruch zu den Untersuchungsergebnissen dieser Arbeit, da hier 
kein signifikanter Unterschied zwischen den Zellvolumina der Wildtyp- und Doppel-
Knockout-Tiere gefunden wurde. Ob diese Ergebnisse mit den in vitro Daten von 
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2001 ohne Weiteres vergleichbar sind ist jedoch fraglich, da sich die Bedingungen in 
vivo und in vitro beträchtlich unterscheiden. Eine mögliche Erklärung wäre, dass den 
Astrozyten in vitro ein Stimulus fehlt, welcher sie zum Größenwachstum anregt, wie 
etwa von Neuronen ausgeschüttete Transmitter, die Nähe zu Blutgefäßen, etc. Diese 
Annahme könnte erklären, warum die Knockout-Zellen kleiner sind als die 
Wildtypen. Ferner ist es möglich, dass dieses verminderte Größenwachstum in vivo 
nicht auftritt, weil hier die entsprechenden Stimuli das Größenwachstum vermehrt 
anregen und letztlich für ein ausgewogenes Größenverhältnis sorgen. Das würde 
bedeuten, dass das Hirngewebe (die Neuronen?) der DKO-Tiere ein anfängliches 
Defizit im Astrozytenfortsatzwachstum wahrnimmt und regulatorisch eingreift. In 
diesem Zusammenhang ist interessant, dass die hippocampalen Astrozyten der jungen 
DKO-Mäuse tatsächlich ein geringeres Volumen okkupieren als die der Wildtypen 




















Dissertation  •  Mark Tackenberg 
__________________________________________________________________________________ 
 
- 60 - 
5. Zusammenfassung 
- deutsch - 
 
Astrozyten erfüllen unverzichtbare Aufgaben im ZNS. Sie sorgen im Normalfall unter 
anderem für eine ausgewogene K+/H2O-Clearence, regulieren den Gefäßdurchmesser, 
bilden die Blut-/Hirnschranke, betreiben “Transmitter-Recycling” und modulieren die 
interneuronale Signalweitergabe durch prä- und postsynaptische Mechanismen.  
Die Funktionen und Einflüsse dieser zentralnervösen Gliazellen unter pathologischen 
Bedingungen im ZNS sind bei weitem nicht so gut untersucht, aber ebenso vielfältig. 
Eine ganz entscheidende Frage stellt sowohl unter physiologischen wie auch 
pathologischen Bedingungen das Vorliegen eines Überlappungsfaktors des von 
benachbarten Astrozyten okkupierten Areals dar. Betrüge ein solcher Faktor ! 1, 
könnten mehrere Gliazellen das gleiche Areal auch unter pathologischen 
Bedingungen durch ihre vielfältigen Funktionen unterstützen. Dahingegen würde das 
Ausbleiben eines  Überlappungsgrades ! 1 bedeuten, dass bestimmte Gebiete im 
Neuropil anfälliger gegen Noxen oder degenerative Veränderungen wären.  
Um diesen Überlappungsgrad zu untersuchen, wurden Hirnschnitte von Labormäusen 
mittels einer geeigneten Methodenkombination untersucht. Dabei wurde das 
durchschnittliche Volumen der Astrozyten im motorischen Kortex durch Golgi-
Färbung, sowie deren Zellzahl pro Volumeneinheit durch immunhistochemische 
Färbungen untersucht und mittels konfokaler Laserscanning-Mikroskopie 
dokumentiert. Aus diesen Parametern ließ sich ferner der durchschnittliche 
Überlappungsfaktor im beschriebenen Areal berechnen. 
Im Interesse dieser Arbeit standen dabei neben dem Unterschied im 
Überlappungsfaktor der Astrozyten zwischen Wildtyp- und GFAP-/- VIM-/- Knockout-
Mäusen, als Beispiel für ein genetisch bedingtes Fehlen dieser Intermediärfilamente, 
auch der Einfluss des fortschreitenden Lebensalters, so dass für beide Genotypen 
sowohl junge- als auch alte Tiere untersucht wurden. 
Folgende Ergebnisse lassen sich zusammenfassen: 
 
1. Das Vorhandensein der Intermediärfilamente GFAP und Vimentin scheint keinen 
Einfluss auf das Volumen der Astrozyten im motorischen Kortex zu haben. 
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2. Das Lebensalter der Versuchstiere steht mit dem Volumen der Astrozyten 
signifikant in Zusammenhang. Das von Astrozytenfortsätzen der knapp zwei 
Jahre alten Tiere okkupierte Volumen betrug mit durchschnittlich ca. 61.000 !m3 
gut das Doppelte des Volumens in jungen Mäusen (ca. 28.000 !m3). 
3. Die Zellzahl der Astrozyten im motorischen Kortex wird offenbar weder vom 
Lebensalter, noch vom Vorhandensein der Intermediärfilamente GFAP und 
Vimentin signifikant beeinflusst. 
4. Der Überlappungsfaktor der Astrozyten im motorischen Kortex lag bei den 
jungen Kontroll-Tieren bei 0,87 und bei den jungen DKO-Tieren bei 0,96. 
5. Der Überlappungsfaktor der Astrozyten im motorischen Kortex lag bei den alten 
Kontroll-Tieren bei 2,22 und bei den alten DKO-Tieren bei 2,10.  
 
Die Ergebnisse zeigen, dass das Fehlen der Intermediärfilamente GFAP und Vimentin 
keinen Einfluss auf den Überlappungsgrad der Astrozyten im motorischen Kortex hat. 
Die Ursache für phänotypisch manifeste Erkrankungen, wie z.B. der Alexander 
Krankheit, welche durch ein fehlerhaft exprimiertes GFAP in Astrozyten 
hervorgerufen wird, ist demnach in anderen Mechanismen zu suchen.  
Großen Einfluss auf den Überlappungsfaktor der Astrozyten hatte dagegen das 
Lebensalter der Versuchstiere, was sich mit neueren Erkenntnissen zur Funktion der 
Astrozyten im Hinblick auf Lernvorgänge, aber auch auf degenerative Prozesse, in 
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- englisch - 
 
Astrocytes fulfill vital tasks in the central nervous system. Under normal conditions 
they are involved in maintaning K+/H2O levels, regulating the diameter of blood 
vessels, sustaining the blood-/brain-barrier, recycling neurotransmitters, and 
modulating interneuronal signal transduction cascades by using pre- and postsynaptic 
mechanisms. 
Under pathologic conditions, their functions are less well understood. As an approach 
to this question, the identification of the degree of astroglial overlap, which could be 
responsible for many of the positive as well as negative roles that these cells may play 
for the surrounding nervous tissue, is of obvious importance.  
If this factor would be ! 1, this would mean that each given neuronal volume 
compartment would be supplied by one (or several) astrocytes, which may support 
those neurons under normal and pathologic conditions. The absence of such an 
overlap (i.e., a factor < 1) would leave certain neuronal elements without support, and 
exposed - and vulnerable-  to toxic substances and to degenerative changes in the 
neuropile.  
To determine whether such an overlap exists, mouse brain slices were examined. The 
average astroglial volume in the motor cortex was assessed on Golgi-stained sections, 
and the average astroglial cell density in the neuropile was determined on 
immunohistochemically labeled sections. All values were measured and documented 
using confocal laserscanning microscopy. Using this technique, one can identify the 
average overlap-factor of astrocytes in a unit area of the neuropile (average cell 
density x average occupied cell volume). 
The study was aimed at a comparison between wildtype- and GFAP-/- VIM-/- knockout 
mice, dependent on animal age. Therefore, young and old animals from both 
genotypes were examined.  
The following results were obtained: 
 
1. The presence or absence of the intermediate filaments GFAP and vimentin had no 
apparent effect on the volume of cortical astrocytes, independent of age. 
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2. The average volume occupied by a single astrocyte in two year old mice was 
twice as large (approx. 61.000 !m3 vs. approx. 28.000 !m3) as in the young group. 
Therefore, age seems to have a significant effecte on astrocyte size. 
3. The astroglial cell numbers in the motor cortex do not depend on age nor on the 
presence or absence of GFAP and vimentin. 
4. The astroglial overlap-factor in the motor cortex was 0.87 for the young wildtype-
animals and 0.96 for the young double-knockout-mice. 
5. The overlap-factor of the cortical nervous astrocytes in old wildtype-mice was 
2.22 compared to 2.10 in old double-knockout animals. 
 
These results indicate that the absence of the intermediate filaments, GFAP and 
vimentin, does not affect the astrocytic overlap in the mouse motor cortex. Thus, the 
pathophysiology of genetic diseases (e.g., Alexanders’ disease) caused by abnormal 
expression of GFAP, must be explained by other mechanisms.  
In contrast, age seems to have a significant effect on the overlap of cortical astrocytes. 
This may shed new light on recent findings showing that astrocyte functionality 
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